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摘要 :【 目 的 】 肽 聚 糖 识别 蛋白 (peptidoglycan-recognition proteins, PGRP) 可 以 特异 性 识别 细菌 细胞 
壁 中 的 肽 聚 糖 (peptidoglycan ，PGN ) ,并 通过 免疫 缺陷 (immune deficiency, IMD) 途径 和 Toll 途径 诱 
导 昆 虫 抗菌 肽 的 产生 。 本 研究 旨 在 探讨 家 乔 Bombyx mori 肽 聚 糖 识别 蛋白 BmPGRP-S5 的 抑 菌 活 
性 及 在 引发 家 蚕 细胞 免疫 中 的 作用 。【 方 法 】 用 果 蝇 胚胎 S2 细胞 表达 BmPGRP-S5 有 蛋白 ;通过 细菌 
生长 曲线 法 检测 BmPGRP-S5 蛋白 对 大 肠 杆 菌 Escherichia coli Kp Dy. && 6A ARB 
Staphylococcus aureus 和 巨大 芽孢 杆菌 Bacillus megaterium 的 抑 菌 活性 ;ELISA 检测 BnPGRP-S5 蛋白 
与 大 肠 杆 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 、 枯 草 芽 孢 杆菌 Bacillus subtilis 胞 壁 组 分 的 结合 力 ;通过 测定 吸光 值 
和 观察 家 看 血 淋 巴 黑 化 反应 分 析 BmPGRP-S5 对 细菌 胞 壁 组 分 激活 酚 氢 化 酶 原 (prophenoloxidase， 
PPO) 的 影响 ,并 通过 异 硫 和 握 酸 荧光 素 (FITC) 标记 法 检测 BmPGRP-S5 对 家 蚕 血 细胞 吞噬 细菌 的 影 
响 。【 结 果 】 获 得 表达 纯化 的 BmPGRP-S5 蛋白 。BmPGRP-S5 蛋白 对 金黄 色 葡 萄 球菌 大肠 杆 菌 
KiD 和 巨大 芽孢 杆菌 无 抑 菌 效果 ,加 入 40 hmol 民 的 Zn 后 ,其 对 巨大 芽孢 杆菌 的 抑 菌 效 果 明 显 
增强 。ELISA 结果 表明 ,BmPGRP-S5 蛋白 与 来 自 金 黄色 葡萄 球菌 的 PCGN 和 枯草 芽孢 杆菌 脂 磷 壁 酸 
(LTA) 的 结合 能 力 较 强 ,同时 也 促进 了 这 两 种 细菌 胞 壁 组 分 激活 家 乔 血 淋巴 酚 氧 化 酶 原 , 加 快 胞 辟 
组 分 介 导 的 家 蚕 血 淋巴 黑 化 反应 。 加 入 BmPGRP-S5 蛋白 后 ,家 鼻血 细胞 对 金黄 色 葡 区 球菌 的 吞噬 
率 提 高 到 53.33% 左右 ,对 大 肠 杆菌 KDi 的 吞噬 率 在 25. 8396 左右 ,对 巨大 芽孢 杆菌 的 吞噬 率 达 
30.83% 左右 ,与 对 照 组 相 比 显著 增强 。【 结论 ] BmPGRP-S5 抑 菌 作用 依赖 于 Zn ,可 能 与 其 酰胺 
酶 活性 有 关 。BmPGRP-S5 可 以 通过 识别 细菌 胞 壁 组 分 PGN 或 LTA 在 家 蚕 的 黑 化 反应 和 细胞 吞噬 
中 发 挥 作用 。 本 研究 使 用 的 BmPGRP-S5 蛋白 是 通过 在 果 蝇 S2 细胞 进行 重组 表达 获得 ,更 能 真实 
地 反映 其 在 昆 忠 体内 生理 状态 下 的 功能 活性 。 因 此 ,本 研究 的 结果 对 进一步 开发 利用 BmPGRP-S5 
有 指导 意义 。 
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Abstract: [ Aim] Peptidoglycan-recognition proteins ( PGRP) can specifically recognize peptidoglycan 
(PGN) in bacterial cell walls, and trigger the production of antimicrobial peptides through the immune 
deficiency (IMD) pathway and Toll pathway in insects. This study aims to explore the antibacterial 
activity of the Bombyx mori PGRP-SS ( BnPGRP-S5) and its function in initiating the cellular immunity in 
B. mori. [Methods] BmPGRP-S5 protein was expressed in Drosophila embryonic S2 cell line. The 
antibacterial activities of BmPGRP-S5 protein to Escherichia coli K,,D3,, Staphylococcus aureus and 
Bacillus megaterium were assayed based on the bacterial growth curve. The binding ability of BmPGRP- 
S5 protein to bacterial cell wall components of E. coli, S. aureus and Bacillus subtilis was detected by 
ELISA. The effect of BmPGRP-S5 on the activation of prophenoloxidase (PPO) by bacterial cell wall 
components was analyzed by measuring the absorbance value and observing the hemolymph melanization 
reaction of B. mori. The effect of BnPGRP-S5 on the phagocytosis to bacteria by B. mori hemocytes was 
detected by fluorescein isothiocyanate isomer (FITC) labeling method. [Results] The expressed and 
purified BmPGRP-SS protein was obtained. BmPGRP-S5 had no antibacterial effect on S. aureus, E. coli 
K,, Ds and B. megaterium. However, after adding 40 pmol/L Zn* , the antibacterial effect of BmPGRP- 
S5 protein on B. megaterium was significantly enhanced. The ELISA results showed that the binding 
ability of BmPGRP-S5 with PGN from S. aureus and lipoteichoic acid (LTA) from B. subtilis was strong, 
which also promoted the activation of phenoloxidase in B. mori hemolymph by these two bacterial cell 
wall components. The melanization reaction of B. mori hemolymph mediated by cell wall components was 
accelerated by BmPGRP-S5. After adding BmPGRP-S5 protein, the phagocytic rates of B. mori 
hemocytes to S. aureus, E. coli K,,D,, and B. megaterium increased to about 53. 3396 , 25.83% , and 
30. 8396 , respectively, which were significantly higher than those of the control groups. [ Conclusion] 
The antibacterial activity of BmPGRP-SS is dependent on Zn^* and may be related to its amidase activity. 
BmPGRP-S5 can play a role in melanization and phagocytosis in B. mori by recognizing bacterial cell wall 
components PGN or LTA. The BmPGRP-SS protein used in this study was obtained by the recombinant 
expression in Drosophila S2 cells and can more truly display its functional activity in the physiological 
state of insects. Therefore, the results are instructive for the further development and utilization. of 
BmPGRP-S5. 
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HRK Xe OR Gl) GE A ( peptidoglycan-recognition 
proteins, PCRP) 是 昆虫 中 非常 重要 的 一 类 模式 识别 
受 体 ,可 以 特异 性 识别 细菌 细胞 壁 中 的 肽 聚 糖 
(peptidoglycan, PGN) , , 并 通过 免疫 缺陷 
deficiency, IMD) 途径 和 Toll 途径 触发 抗菌 肽 的 产 
生 (Hultmark，2003 )。 第 一 个 PGRP 是 从 家 看 
Bombyx mori 血 淋 巴 中 纯化 出 来 的 (Yoshida et al., 
1996) 。 后 来 陆续 有 多 个 PGRP 家 族 成 员 被 鉴定 , 根 
据 5' 端 非 翻译 区 和 转录 长 度 , PGRPs 被 分 为 S 型 
PGRP fil L 59 PGRP, S 型 PGRP 具有 短 的 转录 本 和 
5' 端 非 翻译 区 ,有 信号 肽 ,可 以 被 分 泌 到 细胞 外 ,是 
一 类 小 分 子 胞 外 蛋白 ;L 型 PGRP 具有 长 的 转录 本 
和 5' 端 非 翻译 区 ,部 分 含有 跨 膜 结构 域 ,属于 胞 内 
和 蛋白 或 跨 膜 蛋白 (Werner et al., 2000; Dziarski, 
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2004; Royet et al., 2011) 。 

Wta Drosophila 基因 组 中 有 13 条 PCRP 基因 序 
列 ,编码 17 个 PCGRP 蛋白 ,通过 与 PCN 的 识别 分 别 
诱导 体液 免疫 和 细胞 免疫 ( Dziarski, 2004; Royet et 
al., 2011) , TE2& Antheraea pernyi 的 PGRP-SA 可 以 
识别 革 兰 氏 阳 性 菌 、 革 兰 氏 阴性 菌 和 真菌 ,并 参与 激 
活 酚 氧 化 酶 原 (prophenoloxidase，PPO ) 级 联 反 应 
(Zhao et al., 2018), 。 红 棕 象 甲 Rhynchophorus 
ferrugineus 的 PGRP-LB 可 通过 降解 肠 道 菌 群 PGN 
来 充当 粘膜 免疫 的 负 调 节 剂 ,以 防止 共生 细菌 过 度 
生长 和 非 共生 细菌 持久 存活 ( Dawadi et al., 2018) , 
2003 年 ,家 和 蛋 全 基因 组 测序 完成 ,通过 生物 信息 学 
分 析 发 现 有 12 条 PGRP 基因 序列 ,其 中 有 6 条 S 
型 ,6 条 工 型 。6 条 SS 型 BmPGRP, BmPGRP-L2, 
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BmPGRP-L3 和 BmPGRP-L5 都 具有 信号 肽 序列 , 推 
测 这 9 个 蛋白 属于 分 泌 型 蛋白 。BmPCRP-L1 ， 
BmPGRP-IA 和 BmPGRP-L6 没有 信号 肽 ,属于 跨 膜 
蛋白 (Tanaka et al., 2008), BmPGRP-S1 ERF% 
定 到 的 PGRP, 参与 激活 酚 氧 化 酶 原 级 联 反 应 
( Yoshida et al., 1996) , BmPGRP-S2 参与 激活 IMD 
途径 (Yang et al., 2015), BmPGRP-S3 在 家 和 看 幼虫 
中 肠 中 有 高 表达 , WEM Hoe 26 808] AN HF Pp 
FE ( BnCPV ) 感染 的 免疫 反应 中 发 挥 作用 ( Gao et 
al., 2014) , BmPGRP-S4 可 以 结合 细菌 并 参与 激活 
PPO 途径 (Yang et al., 2017) 。Zhang 等 (2019 ) 检 
测 了 家 看 5 个 S$ 型 BmPGRP 基因 的 转录 表达 ,发 现 
BmPGRP-SS 能 快速 响应 不 同 微生物 的 诱导 ,而且 
BmPGRP-S5 蛋白 可 以 凝集 大 肠 杆菌 Escherichia coli 
AE Katt fal Bacillus megaterium ,推测 其 在 细胞 
Tip RIEM., Chen 等 (2016) 也 发 现 , BmPGRP- 
S5 蛋白 对 革 兰 氏 阳 性 菌 和 革 兰 氏 阴 性 菌 有 抑 菌 活 
性 ,并 作为 启动 PPO 途径 的 模式 识别 受 体 ,也 可 通过 酰 
胺 酶 依赖 性 机 制 控制 抗菌 肽 的 产生 。 

基于 家 在 BmPGRP-S5 和 蛋白 在 先天 免疫 中 的 作 
用 ,以 及 其 良好 的 抑 菌 活性 , 本 研究 构建 家 起 
BmPGRP-S5 重组 表达 载体 并 转 染 至 果 蝇 S2 细胞 ， 
收集 分 泌 表 达 的 蛋白 进行 纯化 。 通 过 BmPGRP-S5 
体外 抑 菌 实验 ,与 不 同 细菌 胞 壁 组 分 的 结合 实验 ,对 
黑 化 反应 和 血细胞 吞噬 作用 的 影响 ,探究 BmPGRP- 
S5 蛋白 在 体外 抑 菌 及 家 看 先天 免疫 中 的 作用 ,研究 
结果 将 为 曾 明 家 看 细胞 免疫 发 生机 制 及 BmPGRP- 
S5 蛋白 的 开发 利用 提供 参考 。 








































































































1 材料 与 方法 


1.1 家 乔 、 菌 种 载体 与 试剂 
ERKAK ( Dazao) 由 广东 省 农业 科学 院 看 
业 与 农产品 加 工 研究 所 提供 ,幼虫 期 在 26%C x 27€, 
相对 湿度 60% + 上 5% ,12 h 日 夜 交替 的 环境 下 用 新 
鲜 桑 叶 饲 养 。 果 蝇 胚 胎 S2 细胞 .大肠 杆 菌 E. coli 
Ki,D; 金黄 色 和 葡萄 球菌 Staphylococcus aureus, 巨大 
芽孢 杆菌 B. megaterium 和 重组 表达 载体 pIEx-4- 
BmPGRP-SS 由 本 实验 室 保存 。 

主要 试剂 : Effectene Transfection Reagent 
(QiaGen, 德国 ) ;大 肠 杆菌 细胞 壁 组 分 PGN-EC 和 
LPS-EC , 4 96 C fü] 45] ER EL HL BE 2H 7). PGN-SA 和 LTA- 
SA 枯草 芽孢 杆菌 Bacillus subtilis 胞 壁 组 分 PGN-BS 
和 LTA-BS ( InvivoCen ， 美 国 ) ;SFX 昆虫 培养 基 、 



































FITC 奖 光 标记 试剂 盒 (Sigma-Aldrich ,美国 ) ;对 硝 
HEA SE WEAR (Thermo Scientific, 3 F] ) ;SDS 、 多 巴 
胺 .BSA 二 乙醇 胺 ( 翔 博 , 广州 );BCA 法 蛋白 定量 
RHE., Anti-His 多 克隆 抗体 、Anti-Mouse HRP fi 
体 .RIPA( 怕 云天 ,上海 ) ;重组 烟草 天 蛾 角质 层 蛋 
白 (cuticle protein 36, CP36) 由 本 实验 室 保 存 。 
1.2 生物 信息 学 分 析 
通过 NCBI 数据 库 (https: /www. ncbi. nlm. nih. 
gow) 搜 索 家 乍 的 PCRP 氨基 酸 序列 IT7 溶菌 酶 结 
构 域 与 其 他 物种 的 PGRP 氨基 酸 序列 。 将 
BmPGRP-S5 氨基 酸 序 列 及 T7 溶菌 酶 结构 域 输入 同 
源 建 模 网 站 SWISS-MODEL (https: // swissmodel. expasy. 
org/interactive ) 进行 建 模 ,模拟 输出 BmPGRP-S5 ££ 
白 和 T7 溶菌 酶 的 三 维 结构 。 青 通过 DNAMAN 软件 
HERE) PGRP 氨基 酸 序列 、T7 溶菌 酶 结构 域 与 其 
他 物种 的 PGRP 氨基 酸 序列 进行 序列 比 对。 
1.3 BmPGRP-S5 蛋白 的 表达 和 纯化 

将 重组 表达 载体 pIEx-4-BmPGRP-S5 和 
pCoBlast 质粒 共 转 染 S2 细胞 ,用 BT 抗生素 筛选 , 获 
得 稳定 表达 BmPGRP-S5 蛋白 的 S2 细胞 。 由 于 表达 
环境 更 接近 昆虫 体内 的 实际 生理 环境 , BmPGRP-S5 
自 带 信号 肽 可 以 将 重组 表达 蛋白 引导 分 泌 到 S2 细 
胞 培养 液 里 。 大 量 培养 S2 细胞 后 收集 培养 液 ,通过 
Ni-NTA 亲 和 层 析 纯 化 BmPGRP-S5 蛋白, 分别 用 
Balance Buffer, Elution Buffer A, Elution Buffer B, 
Elution Buffer C 和 Collection Buffer A 进行 洗 脱 , 获 
得 重组 表达 的 BmPGRP-SS EA ,并 利用 脱盐 柱 进行 
脱盐 。 通 过 SDS-PAGE 和 Western blot( 一 抗 为 鼠 来 
源 的 Anti-His 多 克隆 抗体 ,二 抗 为 Anti-Mouse HRP 
抗体 ) 检测 外 源 蛋 白 表 达 及 纯化 效果 。 
1.4 细菌 生长 曲线 法 检测 BmPGRP-S5 重组 蛋白 
的 抑 菌 活性 

在 LB 固体 培养 基 上 划 线 培养 大 肠 杆 菌 K>D:、 
金黄 色 和 葡萄 球菌 和 巨大 芽孢 杆菌 , 挑 取 单 菌落 于 LB 
液体 培养 基 中 ,37% 培养 至 OD oy 20.6 ~0.8。 由 于 
BmPGRP-S5 蛋白 具有 保守 的 依赖 于 Zu 的 酰胺 酶 
活性 结构 域 , 本 实验 拟 加 入 Zn? 激活 其 酰胺 酶 活 
性 。 为 排除 Zn”* 本 身 对 测试 菌 的 影响 ,我 们 分 别 用 
20, 40 和 60 pmol/L fy Zn? * 处 理 测试 菌 ,获得 不 影 
响 细 菌 生长 的 Zn * 浓度 。 在 最 低 浓度 Zn^* TER 
中 分 别 加 入 BmPGRP-S5 £& F1 (Zn^* 组 和 非 Zn 
2H) ,使 其 终 浓度 为 0.3 mg/mL。 将 混合 液 置 于 
37C 摇 床上 培养 ,每 隔 14 上 测 1 次 Asw 吸 光 值 ,连续 
检测 6 h。 同 时 用 PBS 缓冲 液 和 抗生素 卡 那 霉 素 
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( Kanamycin, Kana) 分 别 作为 阴性 和 阳性 对 照 ,其 中 
卡 那 霉 素 的 工作 浓度 为 50 g/mL. 
1.5 ELISA 检测 BmPGRP-SS 蛋白 与 不 同 细菌 胞 
壁 组 分 的 结合 

金黄 色 和 葡萄 球菌 是 革 兰 氏 阳 性 菌 的 代表 ,在 细 
菌 性 病原 微生物 中 占 主 要 地 位 ( 葛 志 六 等 ,2020 ) 。 
其 细胞 壁 含 90% 的 PGN 和 1096 的 磷 壁 酸 (lipoteichoic 
acid, LTA) ,LTA 是 细菌 重要 的 表面 抗原 ,能 黏附 于 
宿主 细胞 表面 ;大 肠 杆菌 属 革 兰 氏 阴性 菌 ,是 人 和 动 
物 肠 道中 的 常 居 菌 , 常 被 用 于 昆虫 免疫 研究 ( Chen et 
al., 2014; Zhang et al., 2018, 2019) ,其 细胞 壁 主 要 由 
PGN ZH, , Yb T 5338 — JR & BH C lipopolysaccharide , 
LPS) ,能 引起 哺乳 动物 强烈 的 炎症 反应 ,又 被 称 为 
内 毒素 ;巨大 芽孢 杆菌 属于 革 兰 氏 阳 性 菌 ,其 细胞 辟 
主要 组 分 为 PGN 和 LTA。PGRP 最 主要 的 功能 是 作 
为 模式 识别 受 体 ,为 进一步 研究 BmPGRP-S5 蛋白 对 
病原 菌 的 识别 功能 ,选取 高 纯度 的 金黄 色 葡 萄 球菌 
的 胞 壁 组 分 PGN-SA 和 LTA-SA .大肠 杆菌 胞 壁 组 分 
PGN-EC 和 LPS-EC 以 及 枯草 芽孢 杆菌 的 胞 壁 组 分 
PGN-BS fll LTA-BS 分 别 稀释 至 40 pg/mL, 并 分 别 
加 到 96 孔 板 中 , 置 于 室温 至 液体 蒸发 。 底 物 风 王后 
用 BSA 和 蛋白 进行 封闭 ,分 别 加 入 目的 蛋白 BmPGRP- 
S5 和 对 照 蛋 白 CP36 ,浓度 均 为 20 ng/L, FLIN 
50 pL, 同 时 加 入 带 有 His 标签 的 鼠 抗 一 抗 和 山羊 抗 
鼠 二 抗 旷 育 。 最 后 加 入 显 色 剂 对 硝 基 葵 基础 酸 酯 ， 
测定 Ags "IEE. HA BmPGRP-SS 蛋白 组 的 吸光 值 
减 去 对 照 蛋白 CP36 的 吸光 值 后 ,用 Graphpad Prism 
5.0 软件 进行 统计 分 析 。 
1.6 BmPGRP-S5 蛋白 激活 酚 氧 化 酶 原 的 检测 

用 解剖 针 扎 5 龄 第 3 天 家 和 在 幼 虫 倒 数 第 2 对 尾 
足 , 收 集 血 淋巴 ,高 速 离 心 去 除 血 细胞 ,将 获得 的 血 
浆 混 匀 置 于 冰 上 。 设 4 组 实验 ,第 1 组 加 入 30 uL 
PBS, 45 2 组 加 入 26 uL PBS 和 4 uL BmPGRP-S5 £& 
白 (0.1 mg/mL) ,第 3 组 加 入 22 pL PBS 和 浓度 为 
40 pg/mL 的 不 同 细菌 胞 壁 组 分 PGN-EC, LPS-EC, 
PGN-SA, LTA-SA, PGN-BS 和 LTA-BS 各 8 pL, 35 4 
组 加 入 18 pL PBS, 4 uL BmPGRP-S5 蛋白 (0. 1 mg/ 
mL) 和 浓度 为 40 pg/mL 的 不 同 细菌 胞 壁 组 分 PCN- 
EC, LPS-EC, PGN-SA, LTA-SA, PGN-BS 和 LTA- 
BS 各 8 pL。 然 后 分 别 加 入 10 pL 的 血浆 混 匀 ,室温 
eS min 后 离心 取 5 uL 上 清 于 96 孔 板 中 ,每 孔 
加 入 多 巴 胺 (2 mmol/L Z E ik T 50 mmol/L 
Na, PO, , pH6. 5), PH 酶 标 仪 测定 吸光 度 As {EL , 
1 min 测 1 次 ,连续 记录 30 min, PPO 活力 以 每 分 钟 



















































































Aio 的 变化 值 表示 。 
1.7 BmPGRP-S5 蛋白 促 血 淋巴 黑 化 反应 的 检测 

为 检测 BmPGRP-S5 £& A X Ae f ifi 35 25 AG c D 
的 影响 ,将 细菌 胞 壁 组 分 PGN-SA, LTA-SA, PGN- 
EC, LPS-EC, PGN-BS 和 LTA-BS 作为 激活 组 分 ,分 
别 与 BmPGRP-S5 和 蛋白 组 合 , 加 入 到 新 鲜 的 家 答 血 淋 
巴 中 ,激活 黑 化 反应 。 先 在 离心 管 中 分 别 加 入 50 
uL 浓度 为 40 pg/mL 的 细菌 胞 壁 组 分 PGN-EC, 
LPS-EC, PGN-SA, LTA-SA, PGN-BS 和 LTA-BS; 共 
有 两 组 , 实验 组 加 入 5 pL BmPGRP-SS 蛋白 (0. 3 
mg/mL) ,对 照 组 加 入 5 uL PBS 缓冲 液 。 用 解剖 针 
扎 家 看 5 龄 第 3 天 幼虫 倒数 第 2 对 尾 足 ,收集 血 淋 
巴 , 分 别 200 pL 加 入 到 上 述 混合 液 中 。 轻 轻 混 勾 ， 
用 相机 记录 下 20 min 内 黑 化 反应 的 变化 ,利用 
ImageJ 软件 对 拍 下 的 照片 做 灰 度 扫描 分 析 。 
1.8 共聚 焦 显 微 镜 观察 BmPGRP-S 蛋白 对 血 细 
胞 吞 唆 细 菌 的 影响 

FA Bit LES K SE A (fluorescein isothiocyanate 
isomer, FITC) pric KIM FT EA K D, 、 金 黄色 葡萄 球 
菌 和 巨大 芽孢 杆菌 ,方法 参考 Pearson 4% (2003 ) 的 
标记 方法 ,将 细菌 摇 至 0Du 20.6 ~0.8 ,离心 收集 
细菌 并 用 PBS 进行 悬浮 ,加 入 用 二 甲 基 亚 枫 洲 解 的 
FITC 溶液 (10 g/L) ,使 FITC 在 菌 液 中 的 终 浓 度 为 5 
mg/L, & 37°C ERP c. 1.5 h。 收 集 细 菌 并 用 
PBS 洗涤 2 次 ,用 1% 多 聚 甲醛 固定 30 min, PBS YE 
涤 2 次 , 配 成 浓度 为 1 x 10° 细菌 /mL 的 悬 液 , 避 光 
保存 于 4% 备用 。 

取 家 等 血细胞 加 入 到 SFX 培养 基 中 , 轻 轻 摇 
SJ ,放置 于 28Y 培养 箱 30 min ,使 血细胞 贴 壁 形成 
单 层 细胞 。 分 别 加 入 200 pL 用 FITC 染料 标记 的 大 
ITA Ky Ds 、 金 黄色 葡 萄 球菌 和 巨大 芽孢 杆菌 
(OD 20.6 ~ 0. 8) fll 100 uL BmPGRP-S5 蛋白 
(0.3 mg/mL)。 空 白 对 照 和 阴性 对 照 分 别 选择 100 
uL PBS 和 细胞 松弛 素 D(cytochalasin D, CytD)。 接 
着 在 28% 避 光 培养 3 h。 洗 净 培 养 基 , 用 0.05% 的 
Trypan Blue 猴 灭 未 被 血细胞 吞 哈 的 细菌 细胞 所 带 
荧光 , 洗 净 多 余 的 Trypan Blue, HH 496 多 聚 甲醛 固 
定 30 ~60 min , 洗 净 多 余 的 多 聚 甲 醛 HA. ERR 
焦 显 微 镜 (FV10-ASW，Olympus， 日 本 ) 100 x 
镜 下 进行 观察 ,分别 统计 5 个 视野 区 域 600 个 血 细 
胞 中 被 吞 哈 的 细菌 的 数量 , 吞 哈 率 指 被 吞 哈 细 菌 的 
占 比 (Qi et al., 2016)。 
1.9 数据 分 析 

实验 数据 以 3 次 重复 的 平均 值 + 标准 误 表 示 ， 
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用 Graphpad Prism 5. 0 软件 进行 作 图 ,两 组 间 的 差 
异 显著 性 采用 1 检验 进行 检验 。 


2 AR 


2.1 BmPGRP-S5 蛋白 的 序列 分 析 

对 BmPGRP-S5 和 蛋白 进行 结构 分 析 发 现 ， 
BmPGRP-S5 蛋白 的 PCRP 结构 域 与 T7 溶菌 酶 的 酰 
胺 酶 结构 域 具有 相似 性 (图 1) ,暗示 BmPGRP-S5 £& 





白 具 有 溶菌 酶 的 活性 。 由 于 T7 溶菌 酶 酰胺 酶 活性 
由 依赖 于 Za 的 His( H), Tyr(Y), His(H), Thr 
(T) 和 Cys(C) 决 定 (Yang et al., 2017; Wang et al., 
2020) ,因此 进一步 对 BmPGRP-S5 蛋白、T7 溶菌 酶 
和 其 他 物种 的 PGRP 进行 氨基 酸 比 对 ,结果 如 图 2 
所 示 ,BmPGRP-S5 蛋白 在 这 几 个 酰胺 酶 活性 的 关键 
位 点 上 完全 保守 ,推测 BmPGRP-SS 蛋白 可 能 也 有 依 
赖 Zn? 的 酰胺 酶 活性 。 








BmPGRP-S5 


T7 溶 菌 酶 T7 lysozyme 


图 1 ZÆ BmPGRP-SS 蛋白 与 T7 溶菌 酶 的 结构 域 对 比 



























Fig. 1 Comparison of domains of BmPGRP-SS protein of Bombyx mori and T7 lysozyme 
TELIS: VCE KORE, STDALEVIRCS ,Ds ATKPS QNVGVREI RQWAK. E 
BMPCRP-S2 aa MLVAPSLLLLVFLVSFGTLNA............. ASECGEI PI TEMS. . GTESRRKOPLKS. PI DLVVEQHTVSND. CFTDEEÉLLSVNSLROHHNRL 
BMPGRP PRECURSOR — ........ NAVRLLFI TI SLI SAVTALP. . . . . SPI KLVS, DYSFPFVSREEMG. . ARPPTNTSPLKVSPVPI ERDLRNNORVBOVT 
BMPGRP-S6_PRECURSOR ......... NFLSFCI FI VECAYTSSHP. .... RLI EKDHLSVDFPVCSR . . AVPSKDTRPL NK. INR KYHN. SL 
BMPGRP-LB se eee M ALLI LFGI | SSS! GYPSVDKADPSTNDVTTYDFRYVTRAEMQ. . AKTPVQTTPLKT. Y SS ANRGNQNYSNI DN 
DMPGRE-LB ———— e] eher) NMQQANLGDG...........-. VATARLLSRS DIAG. . 了 | NKS DF HQLERI 
DMPGRP-SBL eee MNTSTAI SFVAALVLCCLALS....... . . ANALQI EPRSS KRMI KN QS 
DMPGRP-SB2 oe NMKLQLALVLCGLTLA LG. . QI VPRSS W. VRLI | QLVLRQI RA 
DMPGRP-SC1A WSKVALLLAVLVCSQY. N. AQGVYVVSKAEMG. . GRGAKWTVGLGN. YLSYAI ` NY| 
DMPGRP-SC2 . NANKALI LLAVLFCAQ. . A VLGVTI I . . GRSATSKTSLAN. YLSYA R JAY 
GMPGRP-LB . NTAF GFVLLSNNGWNNETT. PLHSRI I ARSEMG. . DF 
HAPGRP-B sess MASLLYI VEACVLATI AAHP. . . . . SPTGKSYYSYPFNYVSRDTMG. . ARPPNGVTPLNL. pv 
HAPGRP-C eee NAFKLLVSAVFASLLSAHA..... SPLALKSI ERSFPFYSKEEMG. . AEVPTDVRPLHH. PAPY! RY| 
HDPGRP-1 NKLATI TFFLLTEI FFYI SYAEATRSGP. ............ DLCPTI | SKRDMG. . GNAALRVGYTSK. PLERVVI NY 
MSPGRP-2 sss. NASFALI VI LSVI GFI SAYP. . . . . SPEGYSS. AFNFPFVTKEQUG. . GREARTSTPENH. / NF 
SRPGRP-A .  ....... NNMLLCFVYI LFI VNFAKVN. .i GLTPVHVEYLNR DY, 
SRPGRP-B see eee MWKYVLI AL I TLAGCVLSYP..... . . GRPSTGGSRLNS. PVL Y! INV) 
Consensus 
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Al2 ZÆ BmPGRP-SS 蛋白 与 T7 溶菌 
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酶 和 其 他 昆虫 PGRP 蛋白 的 序列 比 对 


Fig. 2 Sequence alignment of BnPGRP-SS protein of Bombyx mori and T7 lysozyme and other insect PGRP proteins 
蛋白 来 源 物种 和 GenBank 登录 号 Origin species of proteins and their GenBank accession numbers; T7-LYS; T7 溶菌 酶 T7 lysozyme ( NP. 041973. 1) ; 
BMPGRP-S2; 家 看 Bombyx mori ( NP. 001037560. 1) ; BMPGRP. PRECURSOR ; Z% Bombyx mori ( NP. 001243949. 1) ; BMPGRP-S6 PRECURSOR 
( BmPGRP-S5) : Z&f& Bombyx mori ( NP. 001036858. 1) ; BMPGRP-LB; 4 # Bombyx mori ( XP. 012548099. 1) ; DMPGRP-LB; ERIE Drosophila 
melanogaster ( NP _001247054. 1) ; DMPGRP-SBl; $ JK 428 Drosophila melanogaster ( NP. 648917. 1); DMPGRP-SB2. 黑 腹 果 晶 Drosophila 








7 




















melanogaster ( NP... 648916. 1); DMPGRP-SCIA; #8 Jg E d & Drosophila melanogaster ( NP. 610407. 1); DMPGRP-SC2; 28 jf 32 W& Drosophila 
melanogaster ( NP. 610410. 1) ; GMPGRP-LB: |F t% Glossina morsitans ( 4BC25064. 1) ; HAPGRP-B ; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( AFP23116.1) ; 
HAPGRP-C: #44442 Helicoverpa armigera ( AFP23117. 1) ; HDPGRP-1: ‘ti? Holotrichia diomphalia ( AB115774) ; MSPGRP-2: 烟草 天 蛾 Manduca 
sexta ( ACX49764. 1) ; SRPGRP-A ; 印度 看 Samia ricini (BAF03522) ; SRPGRP-B; 印度 看 Samia ricini ( BAF03520. 1). 
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2.2 BmPGRP-S5 蛋白 的 表达 与 纯化 

将 BmPGRP-S5 基因 重组 到 pIEx-4 载体 上 , 转 
Ye Rhe S2 细胞 。 通 过 SDS-PAGE 和 Western blotting 
检测 发 现 BmPGRP-S5 蛋白 表达 后 可 以 被 自身 信和 号 
上 肽 引导 分 泌 到 细胞 培养 液 里 (图 3: A, B) 。 收 集 培 
养 液 ,通过 Ni-NTA 亲 和 层 析 柱 进行 蛋白 纯化 , 洗 脱 
液 Collection Buffer A 可 把 目的 蛋白 BmPGRP-S5 4&& 
白 高 效 单一 地 纯化 出 来 (图 3: A, B). 
2.3 BmPGRP-S5 蛋白 的 抑 菌 活性 

溶菌 酶 的 酰胺 酶 活性 依赖 于 Zn”* ,我 们 先 在 组 
冲 液 里 添加 Za ,发 现金 黄色 葡萄 球菌 对 Zn? * 非常 
敏感 ,浓度 为 20 pmol/L 的 Zn? 就 能 抑制 细菌 生长 
(图 4: A) , 故 对 金黄 色 葡 萄 球菌 进行 的 后 续 抑 菌 实 
验 中 不 添加 Zn^* 。 终 浓度 为 20 和 40 pmol/L 的 
Zu 分 别 对 大 肠 杆 菌 K,,D4, (图 4: B) MERKEM 
杆菌 (图 4: C) 的 生长 活力 无 影响 ,因此 后 续 实验 中 
分 别 添加 20 和 40 pmol/L 的 Zn”* 进行 抑 菌 实验 。 
BmPGRP-S5 蛋白 的 抑 菌 效 果 如 图 4(B) 所 示 , 没 有 
添加 Zo 的 BmPGRP-SS 蛋白 对 测试 菌 金 黄色 葡萄 
球 阔 (图 4: D) ADIE KoD (图 4: 上 ) 和 巨大 芽 
孢 杆菌 (图 4: F) 的 生长 均 无 影响 。 在 加 入 40 
pamol/ L 的 Z Ji , BmPGRP-SS 蛋白 对 巨大 芽孢 杆 
菌 的 抑 菌 效果 有 明显 增强 (P <0.05); 但 是 加 入 20 
pmol/L 的 Zn^* 后 BmPGRP-S5 蛋白 并 不 能 抑制 大 肠 
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杆菌 KaDi 的 生长 , 说明 BmPGRP-SS 蛋白 的 抑 苦 效 
果 微 弱 , 在 添加 Zn? * 的 情况 下 仅 对 巨大 芽孢 杆菌 有 
抑 菌 效果 ,同时 也 暗示 这 种 抑 菌 作 用 依赖 于 Zn ,是 
通过 含有 和 锌 指 结构 域 的 酰胺 酶 活性 功能 域 发 挥 作用 。 
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图 3 ZÆ BmPGRP-SS 蛋白 的 表达 及 纯化 的 
SDS-PAGE (A) Ail Western blot (B) 检 测 
Fig. 3 Expression and purification of BmPGRP-SS protein 
of Bombyx mori detected by SDS-PAGE ( A) 
and Western blot ( B) 

M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: S2 细胞 培 
养 液 S2 Cell Culture Medium; 2: Elution Buffer A; 3; Elution Buffer 
B; 4; Elution Buffer C; 5: Collection Buffer A; 6: Collection Buffer 
A 脱盐 超 滤 Desalted Collection Buffer A by ultrafiltration. 


kD 
25- a 


A, D: 










0.8 F = Zn? (20 pmol/L) 0.5 C 06 -e- PBS 
0.7 F ae Zn?*(40 pmol/L) 04 0.5 T eh ied 
0.6 F = Zn^*(60 pmol/L) ` Zn? (40 pmol/L) 
-0.5 = 0.3 5 0.4 æ Zn^*(60 pmol/L) 
* 04 LN 2 03 
03 = 02 -e- PBS = 
02 证 -= Zn^ (20 pmol/L) 02 
0.1 i =- Zn*(40 pmol/L) 0.1 
06 1 2 3 4 5 6 00 12 3 4 5 6 9 0 1 2 314 5 6 
时 间 Time (h) 时 间 Time (h) 时 间 Time (h) 
D 127 -œ pps E os -e- PBS -e- PBS 
1.0L = BnPGRP-S5 i Æ Zn2(20 pmol/L) F Zi? (40 pmol/L) 
` 7&- Kana 0.4 -* BmPGRP-S5 3- BmPGRP-S5 
0.8 -+ BnPGRP-S54Zn* *- BmPGRP-S54Zn^ 
$06 3 03 a Kana g +- Kana 
<0. 
0.4 0.2 
0.2 0.1 
00 1 2 3 4 5 6 00 12 3 4 5 6 90 12 3 4 5 6 


时 间 Time (h) 


时 间 Time (h) 


时 间 Time (h) 


4 ZÆ BmPGRP-S5 和 蛋白 对 细菌 生长 曲线 的 影响 
Fig. 4 Effect of BnPGRP-SS protein of Bombyx mori on the growth curves of bacteria 
金黄 色 葡 萄 球菌 Staphylococcus aureus; B, Ez; 大 肠 杆菌 Escherichia coli KD4, 5 C, F; 巨大 芽孢 杆菌 Bacillus megaterium. A, B, C; Zn?* 









































浓度 对 供 试 菌 生 长 曲线 的 影响 Effect of Zn?* concentration on the growth curve of the tested bacteria; D, E, F; Æ BmPGRP-S5 蛋白 对 供 试 菌 的 
抑 菌 活性 Antibacterial activity of BmPGRP-SS protein against the tested bacteria. PBS: 阴性 对 照 Negative control; Kana: 卡 那 霉 素 (50 ug/mL , ,阳性 


























XT HR) Kanamycin (50 pg/mL, positive control). 图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 上 标准 误 ; 星 号 表示 BmPGRP-S5 和 BmPGRP-SS + Zn2+ 组 间 差 异 


显著 ( 





"P«0.05, "P «0.01, * P «0.001, t £535 ) ; Data in the figure are mean + SE of three replicates, and asterisks indicate significant 


differences between the BmPGRP-S5 group and the BmPGRP-SS + Zn? * group (*P<0.05, “P<0.01, ** P «0.001 , t-test). 
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2.4 BmPGRP-S5 蛋白 与 不 同 细菌 胞 壁 组 分 的 结合 

我 们 通过 ELISA 实验 检测 了 BmPCRP-S5 蛋白 
与 细菌 胞 壁 组 分 的 结合 能 力 ,实验 结果 如 图 5 所 示 。 
BmPGRP-S5 蛋白 与 金黄 色 葡 萄 球菌 的 胞 壁 组 分 
PGN 和 枯草 芽孢 杆菌 胞 壁 组 分 LTA 的 结合 力 较 强 。 
而 BmPGRP-SS 和 蛋白 与 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 LTA-SA、 
大 肠 杆菌 的 PCN-EC 和 LPS-EC 及 枯草 芽孢 杆菌 的 
PGN-BS 结合 能 力 微弱 。 
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图 5 Z8 BmPGRP-SS 和 蛋白 与 细菌 胞 壁 组 分 的 结合 
Fig. 5 Binding ability of BnPGRP-S5 protein of 
Bombyx mori to bacterial cell wall components 
PGN-SA, LTA-SA; 金黄 色 葡 萄 球菌 的 胞 壁 组 分 Cell wall 
components of Staphylococcus aureus; PGN-EC, LPS-EC: K H 4T vs 
的 胞 壁 组 分 Cell wall components of Escherichia coli; PGN-BS, LTA- 
BS; 枯草 芽孢 杆菌 的 胞 壁 组 分 Cell wall components of Bacillus 
subtilis; PGN: 肽 聚 糖 Peptidoglycan; LTA; 脂 磷 壁 酸 Lipoteichoic 
acid; LPS; 脂 多 糖 Lipopolysaccharide. F [fi] The same below. 
BmPGRP-SS 蛋白 与 不 同 的 细菌 胞 壁 组 分 的 结合 力 为 BmPGRP-SS 
蛋白 总 的 吸光 值 减 去 对 照 蛋白 CP36 总 的 吸光 值 。 图 中 数据 为 3 
次 重复 的 平均 值 + 标准 误 ; 星 号 表示 两 组 间 差 异 显 著 (*P < 
0.05, "P«0.01, ** P<0.001, 1 检 验 )。The binding ability of 


BmPGRP-S5 protein to different microbial cell wall components was 

































































obtained by total absorbance of BmPGRP-SS protein subtracting the 
total absorbance of the control protein CP36. Data in the figure are 
mean + SE of three replicates, and asterisks indicate significant 
differences between two groups ( * P«0.05, "P«0.01, P< 
0. 001 , t-test). 


2.5 BmPGRP-S5 蛋白 参与 酚 氧 化 酶 原 反应 

酚 氧 化 酶 原 介 导 的 黑 化 是 一 种 重要 的 昆虫 免疫 
反应 ,为 研究 BmPGRP-S5 蛋白 是 否 参 与 黑 化 反应 ， 
我 们 检测 了 BmPGRP-S5 蛋白 对 不 同 细菌 胞 壁 组 分 
促进 酚 氧 化 酶 原 反 应 中 的 作用 (图 6) 。 结 果 显 示 体 
外 表达 的 BmPGRP-SS 蛋白 以 及 各 细菌 胞 壁 组 分 
PGN, LTA 和 LPS 都 可 以 激活 酚 氧 化 酶 原 级 联系 
统 。 而 BmPGRP-S5 蛋白 可 以 促进 金黄 色 和 葡萄 球菌 






































的 PGN-SA 和 枯草 芽孢 杆菌 的 LTA-BS 激活 酚 氧 化 
酶 原 系统 的 能 力 。 这 与 ELISA 检测 到 BmPGRP-S5 
蛋白 与 金黄 色 葡 萄 球菌 的 PGN-SA. 和 枯草 芽孢 杆菌 
的 LTA-BS 结合 能 力 强 的 结果 (图 5) 相 一 致 。 但 是 
结果 也 显示 加 入 BmPCRP-S5 蛋白 会 抑制 LTA-SA, 
LPS-EC 和 PGN-BS 的 促 酚 氧化 酶 原 能 力 。 
2.6 BmPGRP-S5 蛋白 在 细菌 胞 壁 组 分 激活 下 对 
黑 化 反应 的 影响 

为 检测 BmPGRP-S5 和 蛋白 对 家 春 血 浆 黑 化 反应 
的 影响 ,将 3 种 细菌 胞 壁 组 分 分 别 与 BmPGRP-S5 4% 
白 组 合 , 加 入 到 新 鲜 的 家 看 血 淋巴 中 ,激活 的 黑 化 反 
应 如 图 7(A) 所 示 。 人 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 PGN-SA 和 
LTA-SA 本 身 就 可 以 明显 激发 黑 化 反应 ,在 20 min 
内 ,BmPGRP-S5 对 PGN-SA 处 理 组 有 促进 作用 ,但 
对 LTA-SA 处 理 组 呈现 抑制 作用 ;来 自 大 肠 杆菌 的 
PGN-EC 和 LPS-EC 对 黑 化 反应 的 激发 作用 微弱 ， 
BmPGRP-SS 蛋白 在 后 期 对 PGN-EC 处 理 组 有 促进 
作用 ,对 LPS-EC 人 处理 组 有 抑制 作用 ;枯草 芽孢 杆菌 
的 PGN-BS 和 LTA-BS 本 身 对 黑 化 的 激活 效果 不 明 
显 , 但 在 LTA-BS 组 加 入 BnPGRP-S5 蛋白 后 5 min 
出 现 黑 化 反应 ,10 min 后 明显 增强 。 图 7(B) 是 对 图 
TCA) 的 灰 度 扫描 ,从 统计 数据 可 以 看 出 , 当 
BmPGRP-S5 蛋白 与 枯草 芽孢 杆菌 的 LTA-BS 同时 存 
在 时 ,可 以 加 快 LTA-BS 对 酚 氧 化 酶 原 的 激活 速度 ， 
晶 黑 化 程度 也 更 强 ;而 BmPGRP-S5 蛋白 对 金黄 色 衔 
萄 球菌 和 大 上 肠 杆菌 促进 黑 化 反应 的 功能 不 显著 。 
2.7 BmPGRP-SS 蛋白 对 家 乔 血 细胞 吞噬 细菌 作 
用 的 影响 

共聚 焦 显 微 镜 观 察 发 现 ,细胞 松弛 素 D( Cyt D) 
处 理 血 细胞 后 会 影响 细胞 骨架 的 动力 ,降低 细胞 能 
ZIEMA REJ o PBS 缓冲 液 组 的 血细胞 有 一 定 的 
Tr BE 7] ,但 在 加 入 BmPGRP-S5 蛋白 后 能 明显 促进 
血细胞 对 大 肠 杆菌 Kao Ds, 、 金 黄色 葡萄 球菌 和 巨大 
芽孢 杆菌 的 吞噬 能 力 ( 图 8: A)。 在 显微镜 下 选择 
不 同 的 视野 进行 计数 ,并 计算 细胞 吞噬 效率 。 用 
CytD 处 理 后 , 血细胞 对 3 种 供 试 菌 的 吞噬 率 都 在 
10% 左右 ,PBS 缓冲 液 中 血细胞 的 吞 鸣 率 在 3096 以 
下 ,互相 之 间 没 有 明显 差异 。 加 入 BmPGRP-SS 蛋白 
后 ,血细胞 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 吞噬 率 提高 到 
53. 33% 左右 ,对 大 肠 杆 菌 Ky, Da IER RE 25. 8396 
左右 ,对 巨大 芽孢 杆菌 的 吞噬 率 达 30. 83% 左右 。 
与 对 照 组 相 比 ,BmPGRP-S5 £& K OY i 4] el £r Wis az 
色 葡 萄 球菌 有 了 明显 的 促进 作用 ; 对 吞噬 大 肠 杆 戎 
Ko D, 和 巨大 芽孢 杆菌 也 有 促进 作用 (图 8: B)。 
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图 6 BmPGRP-SS 蛋白 对 不 同 细菌 胞 壁 组 分 激活 家 看 第 3 天 幼虫 血 淋 巴 中 酚 氧 化 酶 原 (PPO ) 的 影响 
Fig. 6 Effect of BmPGRP-S5 protein on the activation of prophenoloxidase (PPO) in the haemolymph of 








the day-3 5th instar larvae of Bombyx mori by different bacterial cell wall components 
图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 土 标准 误 ; 星 号 表示 两 组 间 差 异 显著 ('P«0.05, *P«0.01, *'"P«0.001, t £535) , Data in the figure are 


mean + SE of three replicates, and asterisks indicate significant differences between two groups ( * P «0.05, ™ P «0.01, ** P «0.001 , t-test). 











A) Tyr CY) , 58 171 位 的 His(H) ,58 177 位 的 Thr 

3 讨论 CT) 和 第 179 位 的 Cys ( C) 是 酶 促 活性 的 关键 位 点 
(Yang et al., 2017; Wang et al., 2020), Chen 等 

PGRP 作为 细菌 胞 壁 组 分 肽 聚 糖 的 模式 识别 受 (2014) 研究 发 现 ,BmPCRP-S5 和 蛋白 对 革 兰 氏 阳 性 菌 

体 ,生物 信息 学 分 析 发 现 PGRP 具有 典型 的 依赖 。” 有 苹 黄 微 球菌 Micrococcus luteus、 金 黄色 葡 葡 球菌 和 革 
Zn^* 的 酰胺 酶 活性 域 ,第 61 位 的 His(H) .第 91 位 兰 氏 阴性 菌 粘 质 沙 雷 氏 菌 Serratia marcescens, KW 
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图 7  BmPGRP-S5 A EDI Ze 5 龄 第 3 天 幼虫 血 淋 巴 黑 化 反应 的 影响 (A) 及 灰 度 扫描 分 析 (B) 
Fig. 7 Effect of BmPCRP-S5 protein on melanization reaction in hemolymph of the day-3 5th instar larvae 
of Bombyx mori ( A) and grayscale scan analysis ( B) 
- : 没有 添加 BmPGRP-S5 蛋白 BmPGRP-SS protein was not added; + : 添加 了 BmPGRP-S5 蛋白 BmPGRP-SS protein was added; Naive: 自然 状态 
Natural status. 图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 + 标准 误 。Data in the figure are mean + SE of three replicates. 


杆菌 JM109 都 有 抑 菌 活性 ,但 Zu^ 并 没有 增加 
BmPGRP-S5 的 酰胺 酶 活性 。 对 BmPGRP-S4 的 实验 
也 表明 ,额外 向 缓冲 液 里 添加 Zn? 并 不 能 提升 其 抗 
菌 活性 (Yang et al., 2017) ,似乎 说 明 PGRP f) PST 
活性 不 取决 于 酰胺 酶 活性 结构 域 。 而 在 本 研究 的 检 
测 中 ,BmPGRP-S5 蛋白 本 身 对 3 种 供 试 菌 均 没 有 抑 
菌 活性 ,只 有 加 入 40 pmolL 的 Zn * AXP KEE 
杆菌 有 抑 菌 活性 ,暗示 BmPGRP-S5 蛋白 对 细菌 的 抑 
菌 作 用 与 酰胺 酶 活性 有 关 ( 图 4) 。 与 前 者 结果 不 同 
的 原因 猜测 可 能 是 原核 系统 表达 的 PGRP 蛋白 溶剂 
中 已 有 足够 的 Za ,额外 添加 Zn 无 法 发 挥 作用 
(Yang et al., 2017) 。 虽 然 BmPGRP-S5 蛋白 对 巨大 
芽 抱 杆菌 有 抑 菌 作 用 ,但 抑 菌 活性 不 强 , 也 不 广 谱 ， 
直接 作为 抑 菌 剂 的 开发 意义 不 大 。 

过 去 的 研究 认为 PGRP 最 主要 的 功能 是 对 PGN 








的 识别 ,近年 来 有 新 进展 。Li 等 (2013 ) 发 现 草鱼 
Ctenopharyngodon idellus 中 的 PGRPS 在 CIK 细胞 中 
的 表达 可 以 被 PGN A LTA 所 诱导 。 来 自 单 峰 骆 驼 
Camelus dromedarius 的 CPGRP-S 可 以 与 LPS 及 LTA 
结合 ,从 而 抑制 LPS 和 LTA 诱导 的 细胞 炎症 因子 
TNF- 和 IL-6 的 表达 ,并 且 CPGRP-S 可 以 显著 降低 
LPS 和 LTA 诱导 的 死亡 率 (Sharma et al., 2011) 。 
Sharma 等 (2013 ) 进行 的 生物 信息 学 分 析 发 现 ， 
CPGRP-S 能 分 别 与 LPS, PGN 和 LTA Æ C - D 接触 
位 点 相 结 合 。 除 CPGRP-S 外 ,骆驼 科 的 肽 聚 糖 识别 
和 蛋白 -1 ( peptidoglycan recognition protein-1 , PGLYRP- 
1) 可 以 在 体外 与 LPS 和 LTA 紧密 结合 ,从 而 抑制 
LPS 和 LTA 诱导 细胞 炎 性 因子 TNF-a 和 IL-6 表达 
(Zhang et al., 2012), wk, Dziarski 和 Gupta 
(2018) 提出 ,哺乳 动物 PGRP 的 其 他 结合 位 点 位 于 
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图 8 BmPGRP-S5 E AX KÆ M ANUA MEN A RIRE (A) KERR (B) AIEN 
Fig. 8 Effect of BmPGRP-S5 protein on the phagocytosis of bacteria by 








hemocytes ( A) and phagocytic rate (B) in Bombyx mori 


























JE SELBY GR (FITC) Bb CAFE. Ki Da, 、 金 黄色 葡萄 球菌 和 巨大 芽孢 杆菌 PE GARE P CBE HY TEN BE C100 x ) 下 进行 观察 ,分 别 统计 5 个 





视野 区 域 600 7 ifi. 2882 P E ad HE CERE: , TERS ye EA A EY Bit FL. E. coli Ki Di S. aureus and B. megaterium were labeled by 


fluorescein isothiocyanate isomer (FITC) , observed under oil lens (100 x ) of confocal microscope, and the number of phagocytosed bacteria in 600 





hemocytes in five visual fields was counted. Phagocytic rate refers to the proportion of bacteria phagocytosed by hemocytes. CytD: 细胞 松弛 素 D( 阴性 


XJ HR) Cytochalasin D (negative control) ; PBS; 空白 对 照 Blank control. 


肽 聚 糖 结合 沟 之 外 ,能 与 LPS 和 LTA 等 具 特 异 结合 
性 。 我 们 的 研究 发 现 ,BmPGRP-S5 蛋白 除了 与 金黄 
色 葡 萄 球菌 胞 壁 组 分 PGN 结合 外 ,还 可 以 与 来 自 枯 
草 芽 孢 杆菌 的 胞 壁 胞 壁 组 分 LTA 结合 (图 5)。 结 
果 表 明 不 止 鱼 类 和 哺乳 动物 中 的 PGRP 可 以 通过 识 
别 LPS 和 LTA 来 参与 天 然 免 疫 , 昆 虫 中 的 PCRP 也 





可 以 识别 LTA, 

黑 化 反应 和 细胞 否 哈 是 昆虫 最 主要 的 快速 免疫 
方式 。 果 蝇 细 胞 免疫 包括 黑 化 细胞 吞噬 .凝集 和 结 
节 等 能 在 30 min 内 清除 99. 596 的 细菌 ,Toll 和 IMD 
介 导 的 体液 免疫 只 负责 清除 细胞 免疫 后 剩余 的 微量 
细菌 (Haine et al., 2008) 。 我 们 取 家 看 血 淋 巴 和 血 
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细胞 分 别 进行 黑 化 反应 和 细胞 吞噬 实验 , 当 体系 中 
加 入 BmPGRP-S5 蛋白 时 ,可 以 加 快 对 酚 氧 化 酶 原 的 
激活 速度 ,提高 血细胞 的 吞噬 效率 。 本 实验 与 Chen 
Æ (2014) 的 研究 结果 有 不 同 , 其 在 与 细菌 细胞 壁 组 
分 的 结合 实验 中 ,BmPGRP-S5 和 蛋白 与 来 自 大 肠 杆菌 
和 枯草 芽孢 杆菌 的 PON 结合 力 较 强 ,与 来 自 金黄 色 
葡萄 球菌 的 PCN 结合 力 较 弱 ;在 检测 酚 氧 化 酶 原 活 
力 的 实验 中 ,家 看 中 的 BmPGRP-S5 蛋白 与 来 自 大 肠 
杆菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 和 枯草 芽孢 杆菌 的 PGN 结合 
均 可 以 激活 酚 氧 化 酶 原 系 统 。 但 在 本 研究 的 结合 实 
验 中 ,BmPCRP-S5 蛋白 与 来 自 金 黄色 葡萄 球菌 的 
Lys 型 PGN 结合 力 较 强 , 与 来 自 大 肠 杆 菌 的 DAP 型 
PGN 和 枯草 芽孢 杆菌 的 PGN-BS 结合 能 力 非常 弱 ; 
在 检测 酚 氧 化 酶 原 活力 的 实验 中 , BmPGRP-SS 蛋白 
可 以 促进 金黄 色 葡 萄 球菌 的 PCN-SA 激活 酚 氧 化 酶 
原 系统 ,但 无 法 促进 来 自 于 大 肠 杆菌 和 巨大 芽孢 杆 
菌 的 PON 来 激活 酚 氧 化 酶 原 系统 (图 6)。 出 现 不 
同 结果 的 可 能 原因 是 Chen 等 (2014) 实 验 中 的 
BmPGRP-S5 是 用 大 上 肠 杆菌 原核 表达 纯化 出 来 ,经 过 
了 变性 、 复 性 等 过 程 ,我 们 的 BmPGRP-S5 蛋白 是 在 
果 蝇 S2 细胞 真 核 表 达 ,可 以 利用 自身 信号 肽 分 泌 到 
细胞 外 ,蛋白 活性 不 受 影响 ,更 趋 近 昆虫 体内 的 生理 
生化 环境 。 本 研究 发 现 , BmPGRP-S5 蛋白 抑制 了 
LTA-SA 和 LPS-EC 引起 的 家 春 血 淋巴 黑 化 反应 (图 
7) , BmPGRP-S5 与 这 2 个 细菌 胞 壁 组 分 结合 后 会 抑 
制 PPO 的 活性 (图 6) ,暗示 BmPGRP-S5 蛋白 可 能 
对 某 些 细 菌 胞 壁 组 分 引发 的 免疫 通路 有 负 控 制作 
用 ,其 具体 机 理 尚 不 清楚 ,有 待 进一步 研究 。 

本 研究 的 BmPGRP-S5 蛋白 是 在 果 晶 S2 细胞 中 
重组 表达 的 , 它 可 以 利用 自身 信号 肽 分 泌 到 细胞 外 ， 
蛋白 活性 不 受 影响 ,更 能 真实 地 反映 BmPGRP-S5 蛋 
白 的 功能 特性 。 而 且 本 研究 更 注重 研究 BmPGRP- 
S5 蛋白 与 不 同 细菌 胞 壁 组 分 结合 后 对 细胞 免疫 的 
影响 。 本 研究 的 结果 表明 ,BmPGRP-S5 蛋白 可 以 通 
过 识别 革 兰 氏 阳 性 菌 的 PGN 和 LTA 激活 血 淋 巴 黑 
化 反应 ,并 促进 家 等 血 细胞 吞噬 外 源 微生物 。 接 下 
来 ,我 们 会 进一步 通过 Pull-down 来 寻找 与 
BmPGRP-S5 互 作 的 蛋白 ,研究 促进 黑 化 和 细胞 甜 鸣 
的 下 游 因 子 。 本 研究 结果 将 有 助 于 曾 明 家 看 血细胞 
对 外 源 微生物 吞 哈 的 识别 机 制 , 也 为 进一步 研究 昆 
虫 细 胞 免疫 奠定 基础 。 
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